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     La Tuberculosis sigue siendo la infección más prevalente en el mundo 
afectando a un tercio del planeta. Debido a la baja sensibilidad diagnóstica de la 
baciloscopía, otras alternativas como la serología han sido retomadas 
incorporando en su aplicación nuevas tecnologías que la provean de una buena 
sensibilidad y especificidad. 
 
     Objetivo: Validar un nuevo inmunoensayo para la detección de anticuerpos 
contra los antígenos ESAT-6 y CFP-10 y su comparación con los métodos 
convencionales usados en el diagnóstico de tuberculosis pulmonar (TBP) tales 
como la baciloscopía, el cultivo, el PPD, y el QuantiFERON. 
 
     Material y Métodos: Se usaron microesferas cubiertas con ESAT-6 y CFP-
10 para facilitar la detección de anticuerpos por citometría de flujo empleando 
anti-anticuerpos conjugados con fluorocromos. 
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     Se estudiaron pacientes sintomáticos respiratorios con y sin TBP activa. Se 
determinaron la sensibilidad y especificidad, así como los valores predictivos 
negativos y positivos de cada prueba. Se determinó además la concordancia 
entre las pruebas con el índice de kappa. 
 
     Resultados: se incluyeron 106 pacientes, 53 con TB y 53 controles. La 
mejor sensibilidad, 58.5%, se obtuvo al combinar la detección de cualquiera de 
las dos inmunoglobulinas contra cualquiera de los antígenos (58.5%). La mejor 
especificidad fué para la detección individual de vidual de IgM contra CFP-10, 
94.3%. la cual tuvo un VPP de 87%. La mejor concordancia se observó entre el 
cultivo y los anticuerpos IgM (kappa 0.321).  
 
     Conclusiones: El inmunoensayo no mostró ser superior al cultivo pero se 
observó un VPP alto que puede ser útil en la toma de decisiones terapéuticas. 
La poca concordancia con la baciloscopía y el cultivo señalan que esta prueba 






















     La tuberculosis (TB) es considerada como un problema de salud mundial 
debido a su alta prevalencia e índices de morbi-mortalidad.1-3  La OMS calculó 
que en el 2011 hubo 8,7 millones de casos nuevos (un 13% coinfectados por el 
VIH) y que 1,4 millones de personas murieron por esta causa. En los 90´s fue 
estimado que aproximadamente 2,000 millones de personas (una tercera parte 
de la población mundial) se encontraban infectados con M. tuberculosis. En 
América Latina se presentan entre 250-300 mil nuevos casos y 20-25 mil 
muertes por año, lo anterior coloca a esta región en el tercer lugar de incidencia 




     La infección inicia con la inhalación del bacilo tuberculoso y su depósito en 
los alvéolos pulmonares.4 El desarrollo de enfermedad dependerá de la 
virulencia del bacilo y de la respuesta inmune del huésped. La fase inicial de la 
infección habitualmente es autolimitada. Después de la primoinfección el 90% 
de los enfermos pasan a una fase de latencia. Solo el 10% de los casos 
latentes pasaran posteriormente a la fase de reactivación. Es en esta última 
etapa se presentan las manifestaciones clínicas características de la TB y en 
donde se hace el diagnóstico. Es también en esta etapa donde los pacientes 
transmiten la infección a otras personas siendo el grupo con mayor riesgo de 
contagio, los contactos cercanos (30%). El diagnóstico rápido es necesario para 
poder iniciar un tratamiento que evite la diseminación de la enfermedad. 
 
     El diagnóstico tradicional incluye la evaluación clínica y radiológica apoyada 
en la búsqueda microscópica de la micobacteria en muestras de esputo, 
procedimiento conocido como baciloscopía.5-8 La sospecha clínica y radiológica 
es muy útil para iniciar la detección de casos pero los datos pueden ser 
inespecíficos y se requiere un entrenamiento intencionado para la interpretación 
correcta de los hallazgos. Por lo tanto, la baciloscopía ha sido tradicionalmente 
el método más usado para el diagnóstico y es la principal recomendación de la 
OMS. Desafortunadamente solo 45% de los casos esperados se diagnostican 
de esta manera. La baciloscopía es simple y barata pero su sensibilidad no es 
la ideal ya que varía de 40 a 80% siendo peor en los países de bajos recursos. 
Su especificidad varía de 50 a 90% siendo mejor en las zonas más endémicas. 
De la manera como se usa en la actualidad, la baciloscopía está diagnosticando 
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los casos más avanzados lo cual contribuye a la propagación de la TB. La 
baciloscopía en muestras broncoscópicas tiene una sensibilidad mayor al 90% 
pero con el inconveniente de ser un procedimiento invasivo además de  
costoso. 
 
     Debido a las limitaciones de la baciloscopía se han intentado utilizar otros 
métodos diagnósticos.6-9 El cultivo se considera como el estándar dorado para 
el diagnóstico de la TB (especificidad del 99%), sin embargo, la sensibilidad es 
de un 80%. Su principal inconveniente es que se requiere un laboratorio 
especializado, lo que incrementa el costo, y que los resultados toman tiempo en 
reportarse, alrededor de 8 semanas si se utiliza el tradicional medio de 
Lowenstein-Jenssen (L-J) que es el más económico. Se cuenta con medios de 
cultivo líquido como el BACTEC que pueden dar resultados más rápidos, en 2 
semanas, pero son más caros y requieren más apoyo tecnológico. 
 
     La intradermorreacción con PPD también ha sido usada por muchos años en 
el estudio de pacientes con TB.10 Su principal utilidad en la actualidad es en el 
estudio de contactos y en la detección de casos latentes. Su papel en los casos 
activos es muy controversial, la misma TB puede ocasionar una prueba 
negativa por anergia y una prueba positiva no necesariamente indica infección 
activa. En los países en los que se aplica la BCG, su interpretación se ve aún 
más afectada por la reacción inmune que genera la vacuna que pudiera dar una 
prueba falsa positiva. 
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     Los métodos serológicos prometían ser un procedimiento diagnóstico muy 
útil cuando se empezaron a utilizar hace más de 100 años. Los antígenos 
utilizados eran obtenidos por métodos fisicoquímicos y los resultados fueron 
desalentadores. La serología evolucionó y aparecieron las pruebas de ensayo 
inmunoabsorbente ligado a enzima o ELISA (del inglés, Enzyme-Linked 
Immuno Sorbent Assay) en 1976,11 la cual emplea antígenos altamente 
purificados. En la actualidad, se han analizado una serie de antígenos con 
mejores resultados, como las proteínas de 38 kDa, Ag-60, 30kDa, complejo 
45/47kDa, Kp90 y el más reciente ESAT-6.11-16 Los resultados de la serología 
pueden variar en relación a la naturaleza del antígeno, la pureza del mismo, la 
técnica usada (ELISA directa o indirecta), el sistema de detección, el estadío de 
la TB y si el paciente es bacilífero o no. La sensibilidad usando los antígenos 
individuales varía entre un 60-80% con especificidades de 84-100%. La 
combinación de antígenos en la misma prueba puede aumentar la sensibilidad,  
pero disminuye la especificidad.17-19 Aunque se dispone de paquetes 
comerciales de uso sencillo, la detección de anticuerpos no ha podido 
posicionarse como una prueba rutinaria de diagnóstico. 
 
     Los métodos basados en la identificación de ácidos nucleicos de la 
micobacteria en esputo se han visto que funcionan muy bien en ensayos in 
vitro20 donde se puede tener un límite de detección de hasta 1-10 bacterias y 
pueden diferenciar micobacterias tuberculosas de las no tuberculosas. Su uso 
clínico tiene ciertas limitantes: su utilidad en aquellos casos no bacilíferos es 
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afectada por la presencia de inhibidores en el esputo, la pérdida de ADN al 
tratar de eliminar los inhibidores, amplificación de ADN de bacterias muertas y 
costos elevados. Su uso actual se recomienda principalmente para la 
diferenciación de micobacterias tuberculosas de no tuberculosas en pacientes 
con baciloscopía positiva. 
 
     En la era de nuevos desarrollos tecnológicos, recientemente se introdujeron 
al mercado dos pruebas inmunológicas que inicialmente se promovieron para el 
diagnóstico de TB latente pero que ahora se estudian para su posible uso en el 
estudio de casos activos; el QuantiFERON (QFT) 21  y el ELISpot22. Ambas 
pruebas se basan en la producción  de IFN- antígeno específico por células T 
en respuesta a los antígenos ESAT-6 y CFP-10 de M. tuberculosis
.
23-29Esto solo 
ocurre cuando los linfocitos T tienen memoria inmunológica generada por la 
infección previa con M. tuberculosis. El QFT es un método actualmente 
aprobado por la FDA de Estados Unidos de América para el diagnóstico de la 
TB latente. Su sensibilidad y especificidad son del 89 y 99%, respectivamente. 
El ELISpot tiene una sensibilidad del 98.8% y una especificidad del 100%. Estas 
pruebas tienen la ventaja de requerir solo una muestra sanguínea y tenerse el 
reporte en 1 a 2 días. Para el QFT  ya existen paquetes comerciales muy 
simples de usar. La lectura de la reacción, producción  de IFN-, se hace 
mediante ELISA. Los procedimientos empleados en el ELISpot, aunque usan el 
mismo principio, son más laboriosos. Se requiere la extracción de células para 
cultivarlas con los antígenos. El costo alto es el principal inconveniente de estas 
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2 pruebas. Su principal ventaja es que discriminan muy bien a aquellos sujetos 
que tienen vacunación con BCG, problema común en nuestro medio. Mientras 
que el resultado cualitativo no discrimina entre  infección latente o activa, el 
resultado cuantitativo teóricamente pudiera detectar enfermedad (infección 
activa). Esto último no se ha podido validar clínicamente y la FDA solo ha 
aprobado el uso del QFT para la detección de casos latentes .30-35 
 
     La tecnología de las microesferas se ha diversificado en los últimos años.36-
45
 Las microesferas han sido empleadas en el desarrollo de ensayos multiplex 
que pueden ayudar a la detección de antígenos o anticuerpos usando una 
cantidad de muestra mínima. El uso de microesferas ha sido estandarizado y 
validado por diferentes grupos y compañías para la detección multiplex de 
citocinas empleando citometría de flujo con microesferas de diversos tamaños. 
En un estudio, se compararon el método de ELISA y el método de microesferas 
por citometría de flujo (MCF), este último fue más rápido, sensible y de más 
bajo costo.39 La técnica de MCF también se ha usado para determinar 
anticuerpos anti-peroxidasa tiroidea y anti-tiroglobulina. No hubo  diferencias al 
compararla con los paquetes comerciales.40 La técnica de MCF se ha 
investigado en diversas enfermedades infecciosas tales como hepatitis C41, 
VIH42, papiloma43 y malaria44 con buenos resultados de rapidez y sensibilidad. 
 
     En TB, las microesferas han sido empleadas para evaluar el reconocimiento 
de moléculas del bacilo por receptores celulares expresados en la membrana 
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de los macrófagos y células dendríticas que favorecen el proceso de la 
fagocitosis. 36, 38,45-46 En el campo de nuevas terapias para TB,  las microesferas 
se han usado como acarreadoras de drogas aumentado su biodisponibilidad y 
regulando su liberación. Las microesferas también se han utilizado como 
acarreadoras de antígenos o secuencias de ADN con la finalidad de desarrollar 
nuevas vacunas para TB. Se ha evidenciado que el uso de las microesferas 
coadyuva al incremento de la respuesta inmune protectora contra M. 
tuberculosis.  
 
     Los antígenos ESAT-6 y CFP-10  son dos proteínas de bajo peso molecular 
presentes en 3 de las principales micobacterias patógenas responsables de la 
TB: M. tuberculosis, M. bovis y M. africanum y ausentes en el bacilo de 
Calmette-Güerin utilizado en la vacuna BCG. 16, 26, 27, 47,48 CFP-10 y ESAT-6 son 
considerados los antígenos más específicos de TB. La homología entre CFP-10 
y ESAT-6 es del 40% y son secretadas como heterodímeros por micobacterias 
patogénicas de allí que se piense que ambas proteínas son factores de 
virulencia. Ambas proteínas son capaces de inducir una inmunidad que le 
confiere al hospedero resistencia a la infección por M. tuberculosis. Su uso 
diagnóstico ha sido enfocado a pruebas donde se estimula la respuesta celular, 
sin embargo estas técnicas no han sido útiles para la confirmación de casos 
activos. Existe evidencia de la inducción de la respuesta inmune humoral por 
CFP-10 y ESAT-6 pero esta ha sido poco explorada50-52. La respuesta de 
anticuerpos para CFP-10 y ESAT-6 ha sido evaluada en cobayos, primates no 
humanos y en humanos. Otro estudio confirmó demostró la participación de 
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ESAT-6 y CFP-10 en la inducción de la respuesta inmune celular, pero también 
de una fuerte respuesta de anticuerpos detectada por ELISA 52. En estos 
estudios se ha buscado básicamente la presencia de los anticuerpos y su 
comportamiento en diferentes etapas de enfermedad experimental en animales  
o enfermedad natural en humanos.50-56  En un estudio con macacos infectados 
experimentalmente, 5 de 5 desarrollaron anticuerpos contra ESAT-6 y 1 de 5 
contra CFP-1050. En otro estudio con pacientes con coinfección de TB-VIH, 
estos tuvieron anticuerpos contra ESAT-6 y CFP-10 51.  En un estudio con 
cobayos y humanos infectados con M. tuberculosis, el 100% de los animales y 
el 75% de los pacientes desarrollaron anticuerpos contra ambos antígenos52. 
Otro trabajo con 20 primates no humanos reportó anticuerpos en el 90% de los 
animales con evidencia de TB por necropsia53. Un estudio con 9 pacientes con 
TB y 9 controles mexicanos sugiere que ESAT-6 induce respuesta de IgG 
desde etapas tempranas de la infección. 54  En otro trabajo se buscó correlación 
entre la presencia de anticuerpos (usando una mezcla de antígenos entre los 
que estaba CFP-10) y la baciloscopía encontrándose anticuerpos en >80% de 
los casos BAAR (+) y en >60% de los casos BAAR (-) con una especificidad de 
98%.55 En Tanzania, el 91% de 184 pacientes con TB tenían anticuerpos contra 
una proteína fusionada de ESAT-6/CFP-1056. A pesar de todo lo anterior, a la 
fecha no existen estudios prospectivos en humanos en los que se determine la 











     Todo lo mencionado previamente evidencia nuestras limitaciones en obtener 
un diagnóstico temprano de la TB, lo cual ha afectado en gran medida su 
control en todo el mundo, pero principalmente en los países en vías de 
desarrollo como México. La OMS lanzó una alerta mundial sobre el 
resurgimiento de la TB, considerándola como un problema de salud mundial. La 
aparición de cepas de M. tuberculosis drogoresistente y la coexistencia con 
VIH, han contribuido al incremento de casos. Los individuos con TB activa 
pueden contagiar hasta un tercio de sus contactos cercanos. La mejor manera 
de disminuir el riesgo de contagio es hacer diagnósticos tempranos e iniciar un 
tratamiento adecuado. La misma OMS ha reconocido que existe una necesidad 
urgente de desarrollar nuevas pruebas diagnósticas que sean eficientes, 
rápidas y simples. De hecho, ya existe un programa afiliado a la OMS y 
financiado por la Fundación Bill y Melinda Gates. Este programa llamado 
Foundation for Innovative New Diagnostics, lanzó un programa de apoyo a nivel 
mundial para el desarrollo de nuevas pruebas que puedan ser usados en países 
de bajos recursos. Actualmente, sabemos del uso potencial de las microesferas 
para el desarrollo de nuevas pruebas de diagnóstico y del poder discriminatorio 
de las proteínas ESAT-6 y CFP10. Con la combinación del uso de microesferas 
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con los 2 antígenos más específicos de TB y la detección de anticuerpos 
usando citometría de flujo es posible aumentar la sensibilidad de una prueba 
serológica sin perder especificidad. Por lo tanto, la validación clínica prospectiva 
del inmunoensayo basado en microesferas cubiertas con las principales 
proteínas que puedan diferenciar entre micobacterias patógenas y no 








     La prueba que intentamos validar es totalmente nueva. La originalidad del 
proyecto se basó en el uso de microesferas cubiertas de antígenos que 
funcionaron como una matriz para facilitar la detección de anticuerpos 
específicos para las proteínas de M. tuberculosis por citometría de flujo. La 
validación en humanos se realizó detectando anticuerpos IgM e IgG específicos 













     La OMS ha reconocido la necesidad urgente de desarrollar nuevas pruebas 
diagnósticas que sean eficientes, rápidas y simples. Los métodos diagnósticos 
convencionales como la baciloscopía tienen una mala sensibilidad y detectan 
los casos tardíamente. Los métodos diagnósticos que usan tecnología 
avanzada aún no encuentran un lugar específico en el abordaje diagnóstico de 
los casos sospechosos y son altamente costosos. Los métodos serológicos son 
económicos pero su principal inconveniente ha sido su baja sensibilidad. El uso 
de los antígenos ESAT-6 y CPF-6, altamente específicos de M. tuberculosis, 
combinados con la tecnología de MCF, ofrece la posibilidad de aumentar la 
sensibilidad sin perder especificidad. Este método aportaría una prueba 
diagnóstica eficiente, fácil de realizar, económica y con un corto tiempo de 
entrega de resultados. Estás cualidades permitirían detectar mayor número de 














     El inmunoensayo para el diagnóstico de la TBP activa usando microesferas 
cubiertas con ESAT-6 y CFP10 de M. tuberculosis es igual de sensible y 























Objetivo general  
 
 
     Validar clínicamente el diagnóstico serológico de TBP activa mediante un 

















1.- Realizar los exámenes para el diagnóstico convencional de TBP: PPD, 
baciloscopía, y cultivo en los pacientes con sospecha de esta infección.  
 
2.- Realizar el ensayo de Quantiferon in tube (QFIT) en los pacientes con 
sospecha de TBP. 
 
3.- Determinar la presencia de anticuerpos anti-ESAT6 y anti-CFP10 empleando 
microesferas cubierta con los antígenos.  
 
4.- Determinar la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de las pruebas de 
laboratorios empleadas para el diagnóstico de TBP. 
 



















     Se incluyeron pacientes con los criterios de inclusión mencionados 
posteriormente en 4 instituciones médicas: Servicios Médicos UANL, Servicios 
Médicos del Municipio de Monterrey, Servicios Médicos de la Secc. 50 de los 
















1.- Proteínas recombinantes ESAT-6 y CFP-10 de M. tuberculosis. 
2.- Derivado proteico purificado (PPD). 
3.- Anticuerpos anti-IgM y anti-IgG humanos conjugados con FITC o PE. 
5.- Anticuerpos como controles de isótopo para citometría de flujo. 
6.- Muestra de sangre venosa periférica. 









a) Lugar de Trabajo: 
1) Servicio de Inmunología: Laboratorio de Inmunología Molecular 





1. - FACS Sort (BD, San Jose, California) 
2.- Campana de Bioseguridad nivel II (Nuaire) 
3.- MGIT 960 (BACTEC) 
4.- Microscopio de luz (CarlsZeiss) 
5.- Incubadora de CO2 de 37 grados Celsius (Sanyo) 
6.- Incubadora de 37 grados Celsius (Precision) 
7.- Lector de microplacas (Biorad) 
8.- Micropipetas (BioPette, Labnet) 
9.- Ultracongelador -80 grados Celsius (Sanyo) 
10.- Centrifuga refrigerada (Eppendorff) 
11.- Vortex (Thermoline) 
12.- Balanza analítica (Scientific) 
13.- Hematocitómetro (Gibco) 
14.- Computadora HP con Office XP 2000 
15.- Software CellQuest (Análisis de muestras de citometría). 




1.- Kits de QuantiFERON  TB Gold In-Tube (Cellestis) 
2.- Tubos vacutainers con y sin heparina (BD) 
3.- Aguja para vacutainer (BD) 
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4.- Puntillas para micropipetas de 10, 20, 200 y 1000 microlitros (Eppendorff) 
5.- Caja para crioviales (Corning) 
6.- Crioviales de 1.5 ml (Corning) 
7.- Tubos eppendorff 1.5 ml (Eppendorf) 
8.- Tubos para citometria de flujo (BD, Bioscience) 
9.- FACS Flow (BD, Bioscience) 
10.- Microesferas (Polyscience) 
11.- Kit conjugación de microesferas (Polyscience) 
12.- Placas de cultivo pata micobacterias (Middlebrook 7H9, 7H10 Difco) 
13.- Frascos de cultivo liquido con fluorescencia (BACTEC) 
14.- Medio de cultivo L-J (Difco) 








     El costo aproximado de los consumibles y biológicos fue de $267,310.00 y 
fue costeado por fondos obtenidos en el Proyecto aprobado por SSA-ISSSTE-
IMSS CONACYT con el número 68733 titulado “DESARROLLO Y VALIDACIÓN 
DE UNA PRUEBA DE DIAGNÓSTICO DE LA TUBERCULOSIS PULMONAR 
EMPLEANDO LOS ANTIGENOS ESAT-6 Y CFP-10 DE MYCOBACTERIUM 
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     Se realizó un estudio transversal para evaluar la utilidad clínica de una 
nueva prueba diagnóstica para TB. Para el cálculo del tamaño de muestra se 
consideró una prueba de dos colas con un valor de alfa de 0.05 y un poder de 
0.9. El tamaño de muestra obtenido fue de 124 sujetos entre los que se incluyen 
los casos y los controles. 
 
     Se incluyeron de manera prospectiva todos los pacientes consecutivos 
evaluados por la sospecha clínica de TB durante un periodo de 12 meses. Se 
hizo la valoración clínica rutinaria completa y además se les extrajo en una sola 
ocasión una toma de sangre para los estudios propios de este protocolo. Las 
muestras de sangre de cada paciente se dividieron en 4 sets para su 
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procesamiento correspondiente para cada una de las pruebas diagnósticas 
inmunológicas. Las muestras de secreciones respiratorias se cultivaron para 
micobacterias y se revisó el resultado a las 8 semanas. Los pacientes fueron 
seguidos en la Clínica de TB para poder definir de manera clara el diagnóstico 
final de TBP activa. Se obtuvieron muestras de sujetos sanos PPD (+) y PPD (-) 
para ser usadas como controles en la estandarización del inmunoensayo. Se 
hizo el análisis estadístico comparativo de resultados y de concordancia solo en 
aquellos pacientes que tuvieron el diagnóstico de TB activa confirmado de 








     Evaluación clínica al inicio del estudio: A todos los casos se les realizó una 
historia clínica y una exploración física completas. Se indicaron los estudios 
radiográficos pertinentes, incluyendo por lo menos una tele radiografía de tórax. 
Se hizo énfasis en determinar que el cuadro actual del paciente fuera un evento 
nuevo para descartar casos correspondientes a recaídas o fracasos 
terapéuticos. También se documentó la presencia o ausencia de cicatriz de 
BCG. Si después de esta valoración se consideró la posibilidad de TB activa, el 
paciente fue revalorado en el CIPTIR para su inclusión en el estudio. Se 
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realizaron baciloscopías de esputo las cuales fueron cultivadas para 
micobacterias. Si el paciente requirió una broncoscopía durante su evaluación 
preliminar, la muestra de lavado bronquioalveolar se procesó de la misma 








     Los pacientes con sospecha clínica de TB identificados en cualquiera de las 
áreas de atención del Hospital Universitario o de los servicios médicos 
previamente mencionados fueron referidos al CIPTIR para valorar su 
enrolamiento. La valoración se hizo por el Jefe de la Clínica de TB (Dr. Adrián 
Rendón), quién tiene amplia experiencia en la atención de esta enfermedad. Si 
el paciente reunió los criterios de Inclusión mencionados posteriormente, se le 
explicó el estudio y se le invitó a participar en él. Si el paciente aceptó participar, 
se le proporcionó y explicó la Carta de Consentimiento informado. 
Posteriormente, se le aplicó el PPD  y se tomaron 2 muestras sanguíneas, una 
de ellas se procesó en el CIPTIR para QFIT y el resto se envió al Laboratorio de 
Inmunología. Se verificó que las muestras respiratorias previas de cada 
paciente se estuvieran procesando en el laboratorio de Micobacteriología del 








1.- Pacientes de cualquier raza o sexo ambulatorios u hospitalizados. 
2.- Mayores de 18 años. 
3.- Sospecha de TBP: 
3.1 Síntomas sugestivos de TBP: Tos por lo menos durante 2 semanas o 
hemoptisis o pérdida de peso sin otra causa obvia o diaforesis nocturna o 
fiebre, 
3.2 Hallazgos radiológicos compatibles con TB (con o sin síntomas): 









1.- Diagnóstico previo de TB (confirmado o presuntivo). 
2.- Una semana o más de tratamiento antifímico. 
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3.- Sospecha o diagnóstico confirmado de infección con VIH. 
4.- Infección por micobacterias no tuberculosas. 








     Se hizo una segunda evaluación clínica de cada paciente a los dos meses 
posteriores al enrolamiento. Durante esta se definió el diagnóstico final de cada 
uno en base a los resultados de cultivos, respuesta terapéutica y evolución 
clínica. Los pacientes se clasificaron como: 
 
 TBP activa: cultivo (+) 
 No TBP: otro diagnóstico o mejoró sin tratamiento para TB 
 Sin diagnóstico final: información insuficiente 
 
     Para propósitos de este estudio los casos son aquellos con diagnóstico 
definitivo de TBP y el resto con otro diagnóstico se consideraron controles. Se 













     Fue aplicado por una enfermera experta en la técnica de Mantoux: 
Intradermorreacción en el antebrazo derecho, con lectura a las 72 horas 
posteriores a la aplicación. Se usó PPD-TUBERSOL administrando 10UI 
(0.1ml). Se consideró un PPD (+) cuando se midió una induración >10 mm de 
diámetro. La medida se hizo con la técnica del bolígrafo. En los sujetos con 
PPD (-) se repitió la aplicación al mes de tratamiento para descartar la 















     Las muestras respiratorias fueron procesadas siguiendo los procedimientos 
convencionales usados en el Laboratorio de Micobacteriología del CIPTIR. Este 
laboratorio tiene un nivel III y capacidad para identificar los diferentes tipos de 
micobacterias. Se siguieron las recomendaciones publicadas por la 
Organización Panamericana de la Salud y del Center for Disease Control. Cada 
muestra fue digerida, descontaminada y concentrada. Se hizo una extensión 
para ser teñida con la coloración de Ziehl-Nielssen. Los resultados se 
expresaron en cruces de acuerdo a la cantidad de micobacterias observadas. 
Del mismo concentrado de la muestra se usó una porción para cultivo 
convencional en medio de L-J. Otra porción se sembró en medios líquidos de 
BACTEC. La lectura del cultivo de L-J se hizo al mes y a los 2 meses. La lectura 
(+) se reportó en el momento de tenerse. La lectura (-) se realizó hasta después 
de haber pasado 2 meses. Los cultivos en BACTEC se leyeron cada 24 horas y 
se dió un resultado positivo tan pronto se tuvo. El resultado (-) se dió hasta 







QuantiFERON TB Gold In-Tube (Cellestis) 
 
 
     El sistema de QuantiFERON®-TB Gold IT emplea tubos especializados para 
la recolección de muestras por punción venosa que contienen antígenos de M. 
tuberculosis [ESAT-6, CFP-10 y TB7.7 (p4)] o controles. Una vez extraída la 
muestra sanguínea se vertió directamente dentro de los tubos y se agitó. La 
sangre fue incubada en los tubos por 16 a 24 horas. Posteriormente, los tubos 
se centrifugaron. El plasma se recuperó y almacenó a -20C hasta su uso. 50 
microlitros de plasma de cada tubo fueron transferidos a microplacas 
precubiertas con anticuerpos anti-IFN y se adicionaron 50 microlitros del 
conjugado a cada pocillo. Se incluyeron estándares de diferentes 
concentraciones de IFN- para realizar la curva estándar y calcular la 
concentración en nuestras muestras. Las placas se colocaron en un agitador 
automático y se incubaron a temperatura ambiente. A continuación se lavaron 
las placas antes de agregarles 100 microlitros de sustrato e incubarlas 
nuevamente. Se adicionó una solución para detener la reacción y en seguida se  
usó un lector de ELISA para determinar la absorbancia a 450nm. Los resultados 
se cuantificaron usando el programa computarizado de Excel para obtener la 
curva estándar. Los valores de nuestros pacientes fueron extrapolados en dicha 
curva para obtener resultados cualitativos: positivo, negativo e indeterminado. 
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     El personal encargado de realizar esta prueba recibió entrenamiento en las 









Las proteínas recombinantes ESAT-6 y CFP-10 de M. tuberculosis fueron 
producidas en el Servicio de Inmunología de esta Facultad usando la cepa 
BL21 de E. Coli. Se usó una cola de Histidina para facilitar su purificación 
mediante columnas de niquel. Una vez recuperadas las proteínas 
recombinantes, se llevó un control de calidad de expresión y reactividad a 
sueros mediante geles de poliacrilamida y Western blot. Después de este 
proceso, las proteínas recombinantes se conjugan con las microesferas con 
grupos COOH libre  por el método de la carbodiimida. El método fue 
estandarizado para la detección de anticuerpos en sueros humanos en el 
Servicio de Inmunología. A continuación se describen los detalles del presente 







Validación del inmuno ensayo con sueros de sujetos sanos  PPD (+) y (-), 




     Los ensayos se realizaron empleando las microesferas cubiertas con los 
antígenos de M. tuberculosis y sueros de pacientes conocidos con Tuberculosis 
pulmonar cultivo (+) y controles sanos. Para estos se emplearon el siguiente 
panel Microesferas-ESAT-6, y Microesferas-CFP-10. Lo anterior se realizó para 
la detección de anticuerpos IgG de pacientes y sujetos sanos PPD-
positivos/negativos. En este caso, se empleó un anticuerpo secundario anti- IgG 
humano conjugado con PE (ficoeretrina). Se realizaron lavados para eliminar el 
anticuerpo no unido y se resuspendieron. Las muestras se analizaron en un 
citómetro de flujo FASC Sort (San Jose, California) y utilizando el software 
CellQuest. Se encontraron las diluciones a usar en nuestro estudio (1000c para 
ESAT-6 y 100c para CFP-10) y los puntos de corte para los valores de 
positividad en base a la intensidad media de fluorescencia: 50 para ESAT-6 y 







Lo anterior se muestra en los siguientes histogramas (Fig. 1) (Fig.2 véase 






Figura 1 Detección de anticuerpos IgG humanos  











Figura 2 Detección de anticuerpos IgG humanos anti ESAT-6 




     A diferencia de este ensayo preliminar, realizado retrospectivamente,  
nuestro estudio se hizo prospectivamente en pacientes con sospecha de 










     Se integró una base de datos computarizada. Los datos fueron analizados 
usando el programa estadístico SPSS y GraphPad. Se compararon los 
resultados del inmunoensayo de microesferas en 2 grupos: TB activa y No TB 
activa. Se calcularon la sensibilidad, especificidad y valores predictivo para 
cada prueba individual y en comparación de cada una de ellas contra la técnica 
de microesferas. Los resultados de concordancia de las pruebas cualitativas se 
determinaron por el índice de kappa y la significancia de la discordancia de las 
pruebas pareadas se hizo con la prueba de chi cuadrada de McNemar. Se usó 
el modelo paramétrico de Knottnerus para determinar si la combinación del 

















     Se incluyeron 106 pacientes, 53 casos (50%) y 53 controles (50%) tomando 
como gold standard el cultivo para micobacterias. Hubo 55 hombres (51.9%) y 
















   P 
Sexo     Masculino 
            Femenino 
     31 
     22 
     24 
     29 
 
0.243 
           Edad media    40.4    52.98 0.001 
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     Se analizaron las co-morbilidades presentes en cada uno de los grupos, no 
encontrándose diferencia estadísticamente significativa a excepción de los 




Tabla 2  
 
 









OH 15 (28.3%) 13 (24.5%) 0.826 
Drogas 2 (3.77%) 3 (5.66%) 0.538 
Riesgo VIH 4 (7.5%) 3 (5.66%) 0.094 
HTA 5 (9.4%) 6 (11.3%) 1 
Trasplante 0 0  
Malnutrición 1 (1.8%) 1 (1.8%) 1 
ERC 2 (3.77%) 2 (3.77%) 1 
















Cáncer Pulmonar 28.3% (15) 
Neumonía 11.3% (6) 
IVRS 11.3% (6) 
Asma 9.4% (5) 
Bronquitis 9.4% (5) 
Empiema 7.5% (4) 
EPOC 7.5% (4) 
Fibrosis Intersticial 3.7 % (2) 
Neumoconiosis 3.7% (2) 
Coccidioidomicosis 3.7% (2) 
Atelectasia 1.8% (1) 
Micobacteria no TB 1.8% (1) 
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     Se analizó el riesgo de TBP en base a la historia de exposición: casos 19.6% 
vs controles 8.8%, OR 22.694, p 0.047. 
 
     A todos los pacientes se les realizaron baciloscopía y PPD. Los resultados 












 Baciloscopía PPD 
Sensibilidad 69.8% 88.2% 
Especificidad 98.1% 88.7% 
Valor predictivo positivo 97.4% 88.2% 




     Todos los controles tuvieron baciloscopías negativas con excepción de un 
caso positivo que resultó ser una micobacteria no tuberculosa identificada en el 
cultivo. El PPD fue negativo en 50 (94.3%) de 53 de los controles. 
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     El QFIT fue positivo en el 83.1% (sensibilidad) de los casos y en el 32.2% de 
los controles, con una especificidad de 75.6%, un VPP de73.9% y un VPN de 
84.2%. 
 
     Se realizó serología en todos los pacientes utilizando microesferas cubiertas 
de los antígenos CFP-10 y ESAT-6. Primero se determinó la presencia de 
anticuerpos IgG o IgM contra los antigenos individuales y posteriormente se 
hicieron todas las combinaciones posibles (IgG y/o IgM, CFP-10 y/o ESAT-6) 
buscando la mejor sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y 








Resultado de la detección de anticuerpos contra ESAT-6 y CFP-10: 




 CFP10IgG ESAT6IgG CombIgG CFP10IgM ESAT6IgM CombIgM CombIgG/IgM 
Sensibilidad 18.9% 41.5% 49.1% 37.7% 20.8% 41.5% 58.5% 
Especificidad 77.4% 79.2% 64.2% 94.3% 92.5% 90.6% 54.7% 
VPP 45.5% 66.7% 57.8% 87% 73.3% 81.5% 56.4% 













































































Figura 6 Valor predictivo negativo para Ac contra ESAT-6 y CFP-10 
 
 
CFP10IgG ESAT6IgG CombIgG CFP10IgM ESAT6IgM CombIgM CombIgG/IgM












CFP10IgG ESAT6IgG CombIgG CFP10IgM ESAT6IgM CombIgM CombIgG/IgM










     Se comparó la diferencia entre los anticuerpos IgG o IgM para cada uno de 
los antígenos mediante el LR+ (razón de verosimilitud) (Tablas 6) (Tabla 7 












 CFP-10 IgG CFP-10 IgM 
Sensibilidad 18.9% 37.7% 
Especificidad 77.4% 94.3% 
VPP 45.5% 87% 
VPN 48.8% 60.2% 


















 ESAT-6 IgG ESAT-6 IgM 
Sensibilidad 41.5% 20.8% 
Especificidad 79.2% 92.5% 
VPP 66.7% 73.3% 
VPN 57.5% 53.8% 
LR+ 1.99 2.77 
 
 
     Se hizo el mismo análisis combinando los dos antígenos para cada uno de 






Comparativo de IgG contra ESAT-6 o CFP-10 




 IgG vs ESAT-6 y/o 
CPF-10 
IgM ESAT-6 y/o CPF-
10 
Sensibilidad 49.1% 41.5% 
Especificidad 64.2% 90.6% 
VPP 57.8% 81.5% 
VPN 55.7% 60.8% 
LR+ 1.3715 4.414 
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Pruebas Índice kappa 
PPD vs BAAR 0.575 
PPD vs CFP10IgG -0.108 
PPD vs ESAT6IgG 0.148 
PPD vs CFP10IgM 0.184 
PPD vs ESAT6IgM 0.064 
BAAR vs CFP10IgG -0.085 
BAAR vs ESAT6IgG 0.218 
BAAR vs CFP10IgM 0.348 
BAAR vs ESAT6IgM 0.077 
IgG vs ESAT-6 y/o 
CPF-10 
vs BAAR 0.074 
IgG vs ESAT-6 y/o 
CPF-10 
vs PPD 0.036 
IgM vs ESAT-6 y/o 
CPF-10 
vs BAAR 0.321 
IgM vs ESAT-6 y/o 
CPF-10 
vs PPD 0.185 
IgG/IgM vs ESAT-6 
y/o CPF-10 
vs BAAR 0.123 
IgG/IgM vs ESAT-6 
y/o CPF-10 





     La concordancia del QFTB con los anticuerpos fue: CFP-10 IgG, 0.210, 





























     La OMS está promoviendo extensas campañas alrededor del mundo con la 
finalidad de revertir la epidemia creciente de TB. Los esfuerzos no han sido 
suficientes ya que el retraso en el diagnóstico sigue siendo un serio problema. 
En el 2011, solo el 66% de los casos nuevos en el mundo fue notificado y 
alrededor de un tercio de ellos no tuvo confirmación bacteriológica. 3 Si bien el 
retraso en el diagnóstico es multifactorial, uno de los principales problemas es 
la falta de eficiencia de los procedimientos diagnósticos actuales como la 
baciloscopía y el cultivo.57 El desarrollo de nuevas pruebas diagnósticas se ha 
vuelto una prioridad para la OMS58 pero la falta de fondos ha limitado su 
desarrollo.3 
 
     El cultivo de micobacterias sigue siendo el estándar dorado para el 
diagnóstico con serios inconvenientes, retraso de semanas a meses en el 
reporte del resultado y alto costo, lo cual lo hace inaccesible en los lugares de 
mayor endemia que tristemente son también los de menores recursos. La 
baciloscopia, simple y barata, tiene una alta especificidad en las zonas 
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endémicas de TB pero adolece de una sensibilidad adecuada lo cual ocasiona 
que se pierdan casi la mitad de los nuevos casos.59 
 
     Las pruebas con ácido nucleicos siguen evolucionando pero aún no definen 
su lugar en el algoritmo diagnóstico y acarrean también el inconveniente de un 
alto costo.60  
 
     El diagnóstico serológico de la TB ha sido explorado por años ya que ofrece 
la posibilidad de tener una prueba eficiente y costo efectivo que pueda ser 
realizada en una muestra sanguínea única. Cada vez es mejor comprendido el 
papel que juega la respuesta inmune humoral en la TB y su papel facilitador en 
el desarrollo de la respuesta de hiperreactividad celular tardía. Uno de los 
principales problemas en el desarrollo de una prueba serológica es que existen 
múltiples antígenos de la micobacteria que generan producción de anticuerpos, 
y que el patrón en el que se manifiesta este fenómeno es variable en cada una 
de las etapas fisiopatogénicas de la TB y además también es muy variable de 
paciente a paciente.61  
 
     La lista de antígenos conocidos  a la fecha es larga lo mismo que las 
técnicas para identificarlos.59 Existen diversos paquetes comerciales para el 
diagnóstico serológico de la TB los cuales son basados principalmente en 
ensayos de flujo lateral o en ELISA cuyo uso se volvió popular a pesar de no 
tenerse recomendaciones claras para su uso.57 Desafortunadamente, los 
resultados de una revisión en la que se incluyeron 254 estudios en los que se 
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evaluaron 51 antígenos de manera individual, así como 30 antígenos en 
combinaciones diversas, concluyen que ninguna de las pruebas serológicas 
disponibles es suficientemente sensible para sustituir a la baciloscopía.62 La 
OMS hizo una evaluación semejante de 19 pruebas serológicas  comerciales y 
llegó a la misma conclusion.63 Otro estudio independiente más reciente, 
también tuvo los mismos hallazgos de la OMS. Los problemas observados en 
los estudios previos incluyen falta de estandarización de las técnicas, uso de 
diferentes antígenos, pacientes en diversas etapas de la TB y con 
enfermedades coexistentes y falta de controles entre los que se incluyan 
pacientes sintomáticos respiratorios sin TB.64 A pesar de que no se tiene una 
buena prueba serológica aún, la OMS no descartó la posible utilidad de estas 
pruebas y ha incentivado a los investigadores a tratar de mejorarlas.63 
 
     Dentro del proceso de desarrollo de una prueba serológica es clave 
seleccionar dentro de los antígenos conocidos, los más específicos y buscar 
una técnica para detectarlos con una alta sensibilidad. 59 Recientemente ESAT-
6 y CFP-10 han sido usados ampliamente para retar la respuesta inmune 
celular debido a su alta especificidad y a que no tienen reacción cruzada con 
BCG. Lo interesante es que estas dos proteínas son antigénicas y capaces de 
provocar respuesta humoral, con la formación de anticuerpos que pueden ser 
detectados en el suero. 50-56 
     La técnica tradicional de ELISA puede ser superada en su sensibilidad 
mediante el uso de microlechos que facilitan la detección de varios antígenos 
de forma simultánea. Las microesferas cubiertas con antígenos pueden servir 
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para el mismo objetivo. La citometría de flujo es un procedimiento útil para la 
detección de diversas partículas. Estas partículas pueden ser microesferas 
portadoras de diferentes proteínas antigénicas, las cuales al ser marcadas, 
pueden ser detectadas y medidas, convirtiendo el procedimiento en un 
inmunoensayo.36-45 
 
     A diferencia de los inmunoensayos previamente descritos, nosotros 
estudiamos un ensayo novedoso que incorporó el uso de dos de los antígenos 
más específicos conocidos de  M. tuberculosis, ESAT-6 y CFP-10 los cuales 
fueron acoplados a microesferas con la finalidad de facilitar la detección de 
anticuerpos contra ellos mediante citometría de flujo. El propósito fué aumentar 
la sensibilidad del ensayo sin sacrificar su especificidad. Nuestra hipótesis fue 
que la detección de anticuerpos contra ESAT-6 y CFP-10 acoplados a 
microesferas era un inmunoensayo igual de sensible y específico que el cultivo.  
 
     Decidimos usar como controles pacientes con síntomas respiratorios que 
pudieran ser confundidos con TB y como casos usamos a pacientes con 
diagnóstico definitivo de TB confirmado por cultivo. Las características de 
nuestros dos grupos de estudio fueron semejantes en cuanto a género y la 
mayoría de las comorbilidades. Si hubo diferencia en la edad media siendo los 
casos más jóvenes que los controles (40 años vs 53, p 0.0001). También la 
presencia de DM fue mayor en el grupo de los casos que en los controles 
(24.5% vs 3.8%, p 0.0004). Como era de esperarse, la baciloscopía y el PPD 
tuvieron una alta sensibilidad (69.8% y 88.2% respectivamente) y especificidad 
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(98.1 y 88.7% respectivamente). Para le detección de anticuerpos usamos 
varias estrategias que incluyeron todas las combinaciones posibles: la 
búsqueda de anticuerpos anti IgG o IgM contra los antígenos individuales, la 
búsqueda simultanea de los dos anticuerpos contra los dos antígenos. De esta 
manera tuvimos un panel de 7 posibles resultados, a cada uno de los cuales se 
le determinó la sensibilidad y especificidad así como los valores predictivos 
positivo y negativo, con el objetivo de poder determinar su posible utilidad 
clínica. La sensibilidad para encontrar anticuerpos IgG o IgM contra ESAT-6 fue 
41.5% y 20.8% respectivamente. La sensibilidad para encontrar anticuerpos IgG 
o IgM contra el antígeno CFP-10 fue 18.9% y 37.7% respectivamente. La mejor 
sensibilidad se obtuvo al encontrar anticuerpos IgG o IgM contra cualquiera de 
los dos antígenos, 58.5%. Estos resultados por si solos no son alentadores. 
Nuestra prueba mostró el mismo problema reportado previamente con otros 
antígenos, la falta de sensibilidad.63-65 Esto pudiera ser debido a que la 
respuesta inmune humoral no muestra su máxima manifestación en la etapa 
inmediata previa al diagnóstico, etapa en la que estudiamos a nuestros 
pacientes, lo cual puede condicionar que los niveles de anticuerpos sean bajos 
y por lo tanto no detectables. Debe considerarse además que los antígenos que 
usamos no sean realmente muy inmunogénicos y generadores de títulos altos 
de anticuerpos. Otra explicación también muy pertinente, pudiera ser un defecto 
inherente a la técnica que empleamos para la identificación de los anticuerpos.  
Un estudio reciente que uso una proteina fusionada ESAT 6-CFP10 reportó una 
mejor sensibilidad usando ELISA indirecta pero el tipo de pacientes estudiado 
fue diferente al nuestro.66 Si bien la sensibilidad que observamos no fue con 
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mucho la que anticipábamos, probablemente lo más importante que 
encontramos en nuestro estudio fue lo relacionado a la especificidad. Al buscar 
anticuerpos IgG ya sea contra ESAT-6 o contra CPF-10, la especificidad de una 
prueba positiva fue de 64.2 y 77.4% respectivamente, números aun no muy 
espectaculares. Pero al ver los resultados de la detección de IgM contra 
cualquiera de los antígenos, lo que observamos fue una especificidad excelente 
de 92.5 y 94.3% (ESAT-6 y CPF-10) con valores predictivos positivos de 73.3 y 
87% respectivamente. Los valores de alta especificidad en un inmunoensayo 
usando ESAT 6 y CFP 10 ha sido reportado recientemente en otros estudios. 67-
68
 En el contexto de la evaluación de un paciente con síntomas respiratorios  en 
el que se está tratando de llegar a un diagnóstico que incluye TB en el 
diferencial, una prueba diagnóstica con una alta especificidad puede ser de 
mucha utilidad para el clínico, sobre todo en el caso de los pacientes con 
diagnóstico difícil mientras se espera el resultado de los cultivos, o cuando se 
carece de ellos. El tener una prueba de anticuerpos de este tipo negativa no 
descartaría el diagnóstico de TB. Por otro lado, el tener anticuerpos IgM 
positivos contra cualquiera de los antígenos haría mucho más probable que 
nuestro paciente estuviera sufriendo de TB. El otro aspecto que nosotros 
quisimos estudiar fue la concordancia de la determinación de anticuerpos contra 
los otros estudios diagnósticos, principalmente la baciloscopía y el cultivo. 
Utilizando nuevamente diferentes combinaciones posibles de antígenos y 
anticuerpos, ya sea que se compararan aisladamente o en combinaciones, no 
encontramos en ninguna comparación una concordancia que fuera por lo 
menos buena; la mejor fue entre los anticuerpos IgM contra CFP-10 y la 
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baciloscopía (índice de kappa de 0.348). Esta discordancia era esperada y se 
explica porque las pruebas que usamos miden actividades diferentes que se 
desarrollan durante la infección tuberculosa. Los anticuerpos miden inmunidad 
humoral, el PPD mide inmunidad celular, la baciloscopía y el cultivo miden 
carga bacilar. Esta falta de concordancia debe entenderse en el contexto clínico 
de los enfermos y deben considerarse como pruebas complementarias y/o 
secuenciales en el abordaje diagnóstico. La negatividad de una prueba no 
descarta la positividad de las otras. 
 
     En nuestro estudio tuvimos la fortaleza de incluir casos con diagnóstico 
confirmado de TB en base a tener el estándar dorado, un cultivo positivo para  
M. Tuberculosis y además controles sintomáticos en los que se tenía la 
sospecha de TB, lo cual refleja más el dilema al que se enfrenta un clínico en la 
vida diaria. Por motivos de diseño no incluimos pacientes con TB y cultivo 
negativo, grupo de pacientes que no son tan inusuales en la práctica habitual y 
en el que no podemos transpolar nuestros resultados directamente. Otro factor 
a considerar como influyente en nuestros resultados es la diferencia en edad en 
ambos grupos y el predominio de diabéticos en el grupo de los casos con TB. El 
como la edad pueda influenciar la respuesta humoral en TB se desconoce pero 
la DM claramente se ha relacionado con alteraciones inmunológicas. 69 
  
     Nuestros resultados confirman que la técnica de las microesferas puede ser 
útil para la detección de anticuerpos. Además de aportar una nueva técnica 
diagnóstica en TB, también aportamos resultados que pudieran ser de mucha 
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     La detección por citometría de flujo de IgG o IgM contra ESAT-6 y/o CFP-10 
en microesferas cubiertas con estos antígenos, tiene una mayor sensibilidad y 
especificidad cuando se hace combinada que cuando se hace contra los 
antígenos individuales. Una prueba positiva para IgM contra los dos antígenos 
combinados tiene una especificidad y un valor predictivo positivo muy alto. 
Debido a que la concordancia de nuestro inmunoensayo (combinado) con el 
BAAR o el cultivo no es buena, estas pruebas pueden considerarse como 
complementarias pero el cultivo debe seguir siendo considerado como el 
estándar dorado. 
 
     Las recomendaciones para el clínico que pudiéramos hacer en base a 
nuestros resultados son que usando la detección combinada de IgG e IgM 
contra la combinación de antígenos ESAT-6 y CFP-10 se tiene una herramienta 
diagnóstica que nos ofrece una buena sensibilidad y una alta especificidad con 
un valor predictivo positivo alto que puede tener mucho valor en los pacientes 
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con sospecha de TB que son BAAR (-) ya que ahorraría el tiempo de espera 
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